1型糖尿病発症後の病態に必須脂肪酸比率が与える影響について by 籠橋  有紀子 et al.
１. はじめに
ヒト１型糖尿病は､ 遺伝素因をもつ人に何らかの
環境因子が作用して起こる自己免疫疾患である｡ 自
己免疫性の炎症により､ 膵臓ランゲルハンス島 (以
下､ 膵島とする) の破壊､ すなわち膵島炎が起こり､
膵島のインスリン分泌細胞である膵島β細胞が全体
の10％以下に減少すると発症する1-3)｡ 発症初期段階
では､ インスリンを適切に導入すれば､ まだ残存し
ている膵島β細胞の機能が一時的に回復し (または
膵島破壊の進行が抑制され)､ 見掛け上､ 症状が軽
快あるいは消失することがある｡ これがいわゆる
｢ハネムーン期｣ であり､ ｢膵島β細胞が残存してい
ること｣ がその前提条件となる4-6)｡ しかし､ やがて
自己分泌されるインスリンは不足するようになり､
再びインスリン注射が必要になる｡ その後はインス
リン注射無しでは生きられない難病であるため1-3)､
１型糖尿病発症早期における残存した膵島の温存､
あるいは合併症の軽減について､ 近年様々な視点か
らの知見が報告されている７)｡
ヒト１型糖尿病モデル動物のNOD (Non-Obese
Diabetes) マウスは､ １型糖尿病発症前後の病態が
ヒトと酷似していることから世界中の医学的基礎研
究において用いられている８)｡ NODマウスの糖尿
病発症に関与している環境因子には､ ウイルス､ 栄
養素を含む化学物質など様々なものが挙げられ､ そ
の関与が報告されている9,10)｡ ヒトを対象とした疫
学研究のみならず､ NODマウスを用いた１型糖尿
病予防に有効な栄養素に関する報告は､ 我々の報告
を含めて近年増加しており､ ビタミンＤ､ 必須脂肪
酸などの関与が示唆されている9,10)｡ その一方で､
１型糖尿病発症後の病態改善に有効な栄養素につい
ての報告は限られている11)｡
本研究では､ NODマウスの顕性糖尿病の発症予
防に有効だと示唆されている食物中の栄養素の一つ
である必須脂肪酸の影響について着目し､ 顕性糖尿
病発症後に必須脂肪酸比率 (n-6/n-3) の異なる食
餌を摂取した際に､ 必須脂肪酸比率の違いが病態に
与える影響について検討することを目的とした｡
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２. 材料と方法
１) 動物
１型糖尿病モデル動物NODマウス雌８～60週齢
を使用した｡ 日本クレアより購入後､ 島根大学医学
部および島根県立大学短期大学部実験動物施設の規
則に基づき､ 飼育した｡ 本研究は､ 島根大学医学部
実験動物委員会および島根県立大学短期大学部実験
動物委員会の承認を受けた｡
２) 食餌摂取と実験デザイン (表１)
マウス用通常食 (必須脂肪酸比率 (n-6/n-3=
6.8:S)､ (タンパク質 (23.6％)､ 炭水化物 (65.0％)､
脂肪 (5.3％)､ カロリー (3.6 kcal/g)) を参考に
(12)､ 必須脂肪酸比率の異なる特別食 (必須脂肪酸
比率 (n-6/n-3=3: L)､ タンパク質 (20.3％)､ 炭水
化物 (66％)､ 脂肪 (5.0％)､ カロリー (3.9 kcal/g))
(リサーチダイエット社製) を作成し､ 実験に用い
た12)｡
通常食Ｓにて飼育し､ 顕性糖尿病発症後､ ６日以
内に特別食Ｌに変えた群 (S-L1) と９日以降に特
別食Ｌに変えた群 (S-L2)､ および発症後も継続し
て通常食Ｓにて飼育した群 (S-S) を設定した｡ 顕
性糖尿病発症前後の摂食量､ 飲水量､ 体重測定は一
週間毎に計測した｡
表１ 実験デザイン
３) 膵臓および腎臓切片の観察による病態の検討
S-S群は顕性糖尿病発症後14日､ 28日に､ S-L1群
は90日後に安楽死させた後､ 膵臓および腎臓を採取
した｡ 膵臓および腎臓は10％バッファーホルマリン
溶液で固定し､ パラフィン包埋後５μmにて組織切
片を作成した｡ 膵臓はHE染色を､ 腎臓はPAS染色
を行い､ 一群につき､ ３個体の組織を観察した｡ 膵
臓組織は､ リンパ球が未浸潤および浸潤した膵島数
を計測し､ 浸潤膵島については浸潤面積の比率によ
り５段階に分けて評価し､ 統計処理を行い､ 膵島炎
の進行程度を２群間で比較検討した｡ また､ 腎臓組
織は､ 糸球体メサンギウム細胞の増殖程度に応じて
３段階に分けて評価し､ 統計処理を行い､ 糸球体へ
の炎症進行程度を２群間で比較検討した｡
４) 顕性糖尿病発症の確認と発症後の病態の検討
生後10週齡より､ 尿糖検出紙 (プレテスト３aⅡ：
和光純薬) を用いて､ 尿糖値を確認した｡ 尿糖値200
mg/dl以上の個体を顕性糖尿病発症個体とした｡ 一
群につき10－14個体について､ 顕性糖尿病発症後の
インスリン非投与下における尿糖値を比較検討した｡
５) 糖尿病発症後の生存率
インスリン非投与下において顕性糖尿病発症後の
生存日数を観察した｡ なお､ 一群につき６－10個体
について観察した｡
６) 統計処理
顕性糖尿病発症後の生存率および糖尿病発症後の
生存日数については､ Kaplan-Meier method (有
意水準p<0.05) およびUnpaired Student's t-test
(有意水準p<0.05) により比較検討を行った｡ いず
れも統計解析ソフトSPSS15.0を用いた｡ また､ 膵
臓および腎臓切片の観察による病態の検討について
は､ Ridit analysis (有意水準Ｔ＞1.96) により比
較検討を行った｡
３. 結果
１) 顕性糖尿病発症後の生存日数 (図1A, 1B)
顕性糖尿病発症後インスリン非投与下では､ 通常
食Ｓ摂取群 (S-S) は､ 21－48日 (平均31.7±9.78
日) で死亡した (Fig. 1A)｡ 顕性糖尿病発症後６
日以内に通常食Ｓから特別食Ｌに変えて摂取させた
S-L1群は､ 有意に生存率日数が延び､ 短い個体で
58日､ 長い個体で119日を示した (平均81.5±24.3)｡
また､ 顕性糖尿病発症後９日以降に通常食Ｓから特
別食Lに変えたS-L2群は､ S-S群と変わらず､ 生存
日数は平均27.9±5.17日であった｡ なお､ 顕性糖尿
病発症時の週齢による結果の偏りはみられなかった｡
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Before overt diabetes Overt diabetes
S S S-S
S L* S-L1
S L** S-L2
S-L1：顕性糖尿病発症後６日以内に通常食 S(n-6/n-3=6.8)から
特別食 L(n-6/n-3=3.0) に変えた (L*) 群
S-L2：顕性糖尿病発症後９日以降に通常食 S(n-6/n-3=6.8)から
特別食 L(n-6/n-3=3.0) に変えた (L**) 群
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Ａ：顕性糖尿病発症後６日以内に通常食Ｓから特別食Ｌに変えた群の生存率は高く推移したが､ ９日以降に変えた群は､
食餌を変更しなかった群と同様に生存率は有意に低かった｡ 統計処理は Kaplan-Meier curves および log-rank test を
用いた｡ Ｂ：３群の生存日数通常食Ｓ(n-6/n-3=6.8) (S-S group, white circle) を継続して摂取した群は顕性糖尿病発症
後21－48日で死亡した｡ (mean±SD, 31.7±9.78 days). 顕性糖尿病発症後６日以内に通常食Ｓから 特別食L (n-6/n-3=
3.0) に変えた群 (S-L1 group, black circle)は､ 生存日数が短い個体で58日､ 長い個体で119日を示し､ S-S群と比較して
平均生存日数が延長された｡ (81.5±24.3 days, p<0.001). しかしながら､ 顕性糖尿病発症後９日以降に通常食Ｓから 特
別食Ｌ(n-6/n-3=3.0) に変えた群 (S-L2 group, black triangle) は､ 生存日数が S-S群と比較して変わらなかった (27.9
±5.17 days)｡ Ｃ：顕性糖尿病発症前後ともに通常食Ｓを摂取した群は､ 継続して尿糖値が高く推移し (white column f
or a representative mouse)､ 体重も死亡に至るまで急速に減少した (white circle)｡ 顕性糖尿病発症後６日以内に通常
食Ｓから特別食Ｌに変えた群のなかで､ 100日以上生存した個体 (indicated by the asterisk (*) in B) は､ 体重の減少
はみられず (black circle)､ また､ 尿中の糖の濃度も減少した (black column)｡ 顕性糖尿病発症後６日以内に通常食Ｓ
から特別食Ｌに変えた群のなかで､ 98日生存した個体 (indicated by the asterisk (**) in B) は､ 顕性糖尿病発症後70
日間は､ 体重減少はみられず (gray circle)､ 尿糖値は減少した (gray column) が､ その後急激に体重が減少し､ 尿糖
値も上昇し､ 死亡に至った｡
図１. 顕性糖尿病発症後のNODマウスにおける生存率および体重・尿糖の変化
２) 顕性糖尿病発症後の体重､ 摂食量・飲水量､ 尿
糖の変化 (図1C)
顕性糖尿病発症後の摂食量､ 飲水量はS-S群およ
びS-L2群においては有意に増加し､ S-L1群におい
ては､ 徐々に通常量に近づいた (data not shown)｡
S-S群およびS-L2群の体重は有意に減少し､ S-L1群
の体重はほとんど減少しなかった｡ S-S群および
S-L2群における尿糖値は､ 生存期間を通じて
2000 mg/dlという高値を示したが､ S-L1群は､ 発
症後３週間以降､ 徐々に尿糖値の有意な低下が認め
られ､ その後の生存期間においても､ 個体差はみら
れたが､ 継続して有意に低い値を保った｡
３) 糖尿病発症後の膵臓ラ氏島 (図２)
S-S群およびS-L2群は､ 発症直後においてはわず
かに残存β細胞が認められたが､ 発症後14日ではリ
ンパ球浸潤程度が進行し､ リンパ球がβ細胞を覆い
尽くす様子が観察され､ 残存β細胞はほとんど見ら
れなくなった｡ 発症後28日においては､ 外分泌細胞
のみが認められた (data not shown)｡ S-L1群のな
かで､ 生存日数が90日を超えた個体の膵島を観察し
た結果､ 膵管と近接して小さな膵島の出現が観察さ
れた｡ 発症後90日を超えたS-L1群の膵島炎の程度
をリジット解析にて統計処理した結果､ 発症後14日
のS-S群と比較して有意に膵島炎の進行が抑制され
た (T＝3.65>1.96) (図２)｡
４) 糖尿病発症後の腎臓 (図３)
S-S群は､ 発症後28日の腎臓においてメサンギウ
ム基質の増殖が認められる糸球体が数多く観察され
た｡ S-L1群のなかで､ 生存日数が90日を超えた個
体の腎臓糸球体を観察した結果､ S-S群と比較して､
有意に糸球体への炎症が抑制された (T=2.82＞1.96)｡
４. 考察
１型糖尿病発症後のハネムーン期についての報告
はあるが4-6)､ ハネムーン期を含めた段階に応じた栄
養素の影響について扱った研究はほとんど無い11)｡
本研究では､ １型糖尿病モデル動物NODマウスを
用いて､ 顕性糖尿病発症後の病態に対する栄養成分
の中でも特に､ 摂取する必須脂肪酸比率の役割につ
いて治療学的側面から検討を行った｡
現在､ 欧米を中心として摂取する食餌中の必須脂
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腎臓糸球体のメサンギウム基質の増殖程度について３
段階に分けて (grade 1, grade 2, grade 3) 評価し､
Ridit analysis (有意水準T＞1.96) により統計処理を
行った｡ S-L1群のなかで生存日数が90日を越えた群の
腎臓糸球体は､ 顕性糖尿病発症後14日経過したS-S群と
比較してメサンギウム基質の増殖が抑制された｡
図３. 腎臓糸球体のメサンギウム基質の増殖程度
膵島数を計測し､ 浸潤膵島については浸潤面積の比率に
より５段階に分けて (no insulitis, <25%, 25<<50%, 50
<<75%, >75%) 評価し､ Ridit analysis (有意水準Ｔ＞
1.96) により統計処理を行った｡ 全膵島数は顕性糖尿病
発症後14日経過したS-S群と比較して､ S-L1群のなかで
生存日数が90日を越えた群において有意に増加し､ 膵島
炎の程度はS-L1群において有意に進行が抑制された (T=
3.65)｡ S-L1群において､ 膵管に隣接した小さな膵島の
出現が認められた｡ (novel islets)｡ S-S群では､ 小さな
膵島の出現が認められず､ 膵管から離れて存在する膵島
のみ観察された (no insulitis)｡
図２. 膵島数および膵島炎の程度
肪酸比率 (n-6/n-3) が上昇し始め､ アメリカでは
平均12といった高い比率を示している14-17)｡ 日本で
は､ 現在､ 推奨比率は設けていないが､ 魚をよく食
べる日本人は２から３の比率を保っている一方で､
食生活の欧米化に伴い､ 若年者層においては８から
９へと上昇しつつある14-17)｡ 近年のアレルギー､ 血
管系の疾患､ 自己免疫疾患の増加の一つの要因とす
る報告もある17)｡
１型糖尿病の発症は､ 何らかの環境要因が契機と
なり､ 膵臓の膵島に炎症が起こること (膵島炎) か
ら始まるが､ 膵島炎は１型糖尿病発症のかなり以前
から始まり､ 進行しているとされている1-3)｡ １型糖
尿病は､ 若年性糖尿病ともいわれ､ 乳幼児から20歳
までの間に発症するケースが多い1-3)｡ 欧米の大規模
疫学調査においても､ 発症予防における乳幼児期か
らの栄養摂取の検討は重要であることが示唆されて
いる18-22)｡ その中でも､ Norrisらが１型糖尿病の発
症リスクが高い小児 (平均年齢6.2歳) を対象に行っ
た大規模調査により､ 小児期に摂取するn-3系多価
不飽和脂肪酸の量が多いグループでは､ １型糖尿病
発症を抑えられる可能性が示唆されている18)｡ 我々
のNODマウスを用いた研究においては､ ライフス
テージを通じてn-6/n-3が14.5の食餌を摂取させる
と１型糖尿病発症時期が早まり､ 最終発症率も抑制
されないが､ n-6/n-3が3.0の食餌を摂取すると､ １
型糖尿病発症が著しく抑制されることが示唆されて
いる10)｡ さらに､ 離乳前の胎児期・新生児期に母獣
を介してn-6/n-3が3.0の食餌を摂取させると､ 離乳
後にn-6/n-3が14.5の食餌を摂取しても､ １型糖尿
病発症が抑制されることが示唆されており､ 離乳前
が重要な時期であることが示唆されている10)｡ 本研
究において､ マウス用通常食で､ n-6/n-3が14.5と
3.0の間となるn-6/n-3が6.8の食餌を用いて､ NOD
マウスの病態に対する影響について検討した｡ n-6
/n-3が6.8の食餌を摂取させた群の顕性糖尿病の発
症時期はn-6/n-3が14.5の食餌を摂取させた群と比
較して遅くなる傾向が認められたが､ 最終発症率は
同様の傾向であった (data not shown)｡ NODマ
ウスの１型糖尿病発症を予防するためには､ ライフ
ステージを通じて摂取する食餌中のn-6/n-3は6.8で
も高い可能性が示唆されたため､ さらに今後の検討
が必要である｡
１型糖尿病発症に関わる食餌中の必須脂肪酸比率
(n-6/n-3) は､ 膵島炎の発症前後から顕性糖尿病発
症前の病態に対してだけでなく､ 顕性糖尿病発症後
の病態の進行にも､ 大きく影響を与えている11)｡ １
型糖尿病発症を早期に誘導し発症率も高いことが認
められているn-6/n-3が14.5の食餌を摂取させたマ
ウスに､ 顕性糖尿病発症後n-6/n-3が3.0の食餌を摂
取させると病態の進行が緩やかになることが示唆さ
れている11)｡ したがって､ 本研究では､ n-6/n-3が
6.8の食餌を摂取させた群の顕性糖尿病発症後の病
態に対する食餌の影響を検討した｡ 顕性糖尿病発症
後に摂取する必須脂肪酸のn-6/n-3を6.8から３に下
げると､ インスリン非投与下で､ 尿糖値が下がり､
体重の減少が抑えられるなどの全身的な変化が認め
られた｡ 組織病理学的に詳細を検討した結果､ 膵島
組織に対して膵島炎の進行抑制がみられ､ また､ 膵
管に隣接した新規の膵島様の組織を認めた｡ 以上よ
り､ 顕性糖尿病発症後に摂取する食餌中のn-6/n-3
を３程度に下げることにより､ 膵島炎の進行抑制が
みとめられ､ 尿糖値の低下により､ ハネムーン期が
延びる可能性が示唆され､ 生存率が高くなると考え
られる｡ また､ 本研究では､ 顕性糖尿病発症後の高
血糖による合併症に対する検討も行った｡ NODマ
ウスの顕性糖尿病発症後は､ 糖尿病性腎症の指標と
なるメサンギウム領域の拡大がみられたが､ 顕性糖
尿病発症後に摂取する必須脂肪酸のn-6/n-3を6.8か
ら３に下げると､ これらの症状も軽減された｡
本研究結果より､ ヒト１型糖尿病モデル動物の
NODマウスにおいて､ 顕性糖尿病発症後の病態進
行を抑制し､ 残存した膵島の保持する効果のある必
須脂肪酸バランスが存在すると考えられ､ ハネムー
ン期の延長に対して食餌中の必須脂肪酸バランスが
関与していることが示唆された｡
以上より､ ヒト１型糖尿病発症後の病態進行を抑
制する要因の一つとして､ 摂取する必須脂肪酸比率
(n-6/n-3) が挙げられ､ 発症後の治療食を考える上
で適切な必須脂肪酸摂取バランスを検討する必要が
あることが示唆された｡
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